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ABSTRAK
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh penambahan
mengkudu terhadap aktivitas antioksidan kopi, pengaruh penambahan
mengkudu terhadap kadar kafein kopi, dan persentase mengkudu yang
memberikan aktivitas antioksidan terbesar dan kadar kafein terendah
pada kopi. Aktivitas antioksidan pada ekstrak metanol kopi, mengkudu,
dan kopi dengan penambahan mengkudu ditentukan dengan uji
penangkapan radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Pada penentuan
kadar kafein dilakukan pada semua sampel kecuali mengkudu. Aktivitas
antioksidan dan kadar kafein dianalisis menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis pada λ= 517 pada penentuan aktivitas
antioksidan dan λ =274 nm pada penentuan kadar kafein. Aktivitas
antioksidan kopi (IC50 = 47,57 ppm, kontrol) lebih besar dibandingkan
dengan aktivitas antioksidan mengkudu (IC50 = 244,28 ppm).
Penambahan 10% mengkudu (IC50 = 84,43 ppm), 20% mengkudu (IC50 =
54,29 ppm), dan 50% mengkudu (IC50 = 48,04 ppm) menurunkan aktivitas
antioksidan kopi, tetapi penambahan 30% mengkudu (IC50 = 39,21 ppm)
dan 40% mengkudu (IC50 = 42,23 ppm) dapat meningkatkan aktivitas
antioksidan kopi. Aktivitas antioksidan terkuat pada penambahan 30%
mengkudu pada kopi. Penambahan mengkudu tidak berpengaruh pada
kadar kafein kopi robusta, tetapi terhadap kadar kafein dalam campuran
kopi dan mengkudu.Kadar kafein pada kopi sebagai kontrol sebesar 1,81
%. Kadar kafein campuran kopi dan mengkudu menurun seiring
penambahan mengkudu, yaitu 1,67%, 1,45%, 1,30%, 1,12%, dan 0,93%.
Kadar kafein sampel campuran kopi dan mengkudu menurun dengan
kadar kafein terendah pada penambahan 50% mengkudu pada kopi.
Kata kunci: kopi, mengkudu, antioksidan, kafein.
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ABSTRACT
This study was carried out  to investigate the effect of addition of
Mengkudu fruit agains the antioxidant activity of robusta coffee, the effect
of addition of Mengkudu fruit agains the caffein grade of robusta coffee,
and persentage of Mengkudu that gave the stongest antioxidant activity
and the lowest caffein grade. Antioxidant activities in methanol extract of
coffee, Mengkudu, dan coffee plus Mengkudu were determined by radical
scavenging assay using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical.
Caffein grades determining were done for all sample, except Mengkudu.
Antioksidant activity and caffein grade were analysed by spectrofotometry
UV-Vis metode with λ= 517 nm for detemined antioxidant activity and  λ
=274 nm for caffein grade. Antioxidant activity of coffe (IC50 = 47,57 ppm,
as control) was stronger than Mengkudu (IC50 = 244,28 ppm). Addition
10% Mengkudu (IC50 = 84,43 ppm), 20% Mengkudu (IC50 = 54,29 ppm),
and 50% Mengkudu (IC50 = 48,04 ppm) can decrease the antioxidant
activity of coffee,  but addition 30% Mengkudu (IC50 = 39,21 ppm) and
40% Mengkudu (IC50 = 42,23 ppm) can increase the antioxidant activity of
coffee. The strongest antioxidant activity was on addition of 30%
Mengkudu to coffee (KM3). The adding of Mengkudu did not has effect
against caffein grade of coffee robusta, but has effect against blend of
coffee with Mengkudu’s caffein grades. Caffein grade for coffee as control
was 1,81%. The blend of coffee with Mengkudu’s caffein grade decreased
with adding of Mengkudu, that are 1,67%, 1,45%, 1,30%, 1,12%, dan
0,93%. The blend of coffee with Mengkudu’s caffein grades were
decreased with the lowest caffein grade on addition of 50% mengkudu to
coffee.
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Perkembangan industri makanan di Indonesia sangat pesat.
Berdasarkan data dari Badan Koordinasi Penanam Modal (2015), tercatat
bahwa sektor industri makanan menjadi sektor penting dalam permodalan
di Indonesia. Industri makanan menempati sektor urutan pertama dalam
realisasi penanaman modal dalam negeri Indonesia di bulan Januari
hingga September 2015, dengan investasi sebesar Rp18,1 trilliun dan
proyek sebanyak 628. Dari data ini dapat dikatakan industri makanan
memegang andil besar terhadap pertumbuhan ekonomi di Indonesia.
Saat ini salah satu bahan pangan yang sedang mengalami
pertumbuhan yang tinggi adalah kopi. Kopi merupakan salah satu jenis
minuman yang sangat disukai kalangan masyarakat sebagai minuman
saat santai dengan keluarga, rekan kerja atau siapapun.  Bahkan saat ini
sudah banyak kafe yang menyajikan menu utama kopi. Tentunya hal ini
menjadi suatu perkembangan dalam industri pangan yang berbahan
utama kopi. Tabel 1.1 menunjukkan konsumsi kopi rata-rata per kapita
setahun dalam kurun waktu 5 tahun terakhir.
Tabel 1.1 Konsumsi Rata-Rata Per Kapita Setahun









Sumber: Survei Sosial Ekonomi Nasional, 2013
2Selain jumlah konsumen yang meningkat, rasa kopi yang disajikan
makin bervariasi pula, dari varian kopi late, kopi mocca, hingga kopi
cappuccino. Sebagai konsumen yang cerdas ada baiknya juga
memperhatikan dampak baik dan buruk dari kopi yang dikonsumsi.
Senyawa kimia yang ada didalam kopi terdiri dari senyawa volatil dan non-
volatil. Senyawa volatil berpengaruh pada aroma kopi, sedangkan
senyawa non-volatil seperti kafein akan berpengaruh terhadap mutu kopi
(Johnston, dkk., 2003). Kafein ialah senyawa alkaloid xantina berbentuk
kristal dan berasa pahit. Manfaat kafein bila dikonsumsi dalam dosis yang
telah ditentukan dapat memberikan efek yang positif. Namun
mengkonsumsi kafein sebanyak 100 mg tiap hari dapat menyebabkan
individu tersebut tergantung pada kafein. Berdasarkan FDA (Food Drug
Administration) yang diacu dalam Maramis (2013), dosis kafein yang
diizinkan 100-200mg/hari, sedangkan menurut SNI 017152-2006 batas
maksimum kafein dalam makanan dan minuman adalah 150 mg/hari dan
50 mg/sajian. Penelitian membuktikan bahwa kafein memiliki efek sebagai
stimulasi sel saraf pusat, otot jantung dan meningkatkan diuresis. Efek lain
dari kafein dapat meningkatkan denyut jantung dan berisiko terhadap
penumpukan kolesterol, menyebabkan kecacatan pada anak yang
dilahirkan.
Selain kafein, di dalam kopi juga terdapat asam klorogenat, yaitu
salah satu jenis senyawa polifenol yang menjadi antioksidan kuat didalam
kopi (Johnston, dkk., 2003). Antioksidan sangat bermanfaat untuk
kesehatan. Atioksidan adalah senyawa yang mempunyai struktur molekul
yang dapat memberikan elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa
terganggu sama sekali fungsinya dan dapat memutuskan reaksi berantai
dari radikal bebas. Setiap radikal bebas mempunyai elektron yang tidak
berpasangan di permukaan kulit luarnya, sehingga radikal bebas
berusaha menarik elektron dari jaringan-jaringan yang ada di dalam
tubuh yang disusun oleh sel-sel. Radikal bebas yang masuk ke dalam
tubuh mulanya merusak sel, lalu protein, enzim, dan kemudian inti sel
3dimana DNA dibentuk yang menyebabkan kerusakan-kerusakan sel
tubuh yang berakibat timbulnya penyakit seperti jantung koroner, kanker,
katarak, dan penyakit degeneratif (Kumalaningsih, 2006).
Berhubungan dengan baik buruknya mengkonsumsi kopi, sekarang
sudah banyak penelitian yang memanfaatkan teknologi dan ilmu
pengetahuan sebagai usaha menghasilkan produk kopi yang lebih
bermanfaat, salah satunya yaitu menghasilkan produk kopi rendah kafein.
Kopi rendah kafein saat ini sangat marak diproduksi, mulai dari
dekafeinasi, fermentasi dengan hewan luwak (kopi luwak), hingga
fermentasi kopi metode basah yang telah dikembangkan dibeberapa
pabrik kopi di Indonesia (Hanifah, dkk., 2013). Selain itu, produk olahan
kopi yang juga sedang berkembang yaitu produk kopi dengan tambahan
bahan berkhasiat, seperti kopi dengan tambahan jahe yang dapat
memberikan rasa hangat pada tubuh, dan melancarkan peredaran darah.
Selain itu ada juga penambahan ginseng pada kopi yang dapat
meningkatkan vitalitas. Selain jahe dan gingseng, bahan berkhasiat yang
dapat ditambahkan antara lain, mengkudu (Morinda citrifolia, L). Pemilihan
bahan aktif tambahan dari buah mengkudu karena mengkudu memiliki
banyak khasiat (Dewi, dkk., 2014).
Mengkudu dapat sangat berkhasiat dikarenakan kandungan dari
mengkudu itu sendiri. Kandungan senyawa yang terdapat dalam ekstrak
buah mengkudu adalah alkaloid, saponin, flavonoid,antraquinon, dan
polifenol (Nji, 2005). Dari sejumlah penelitian pada tanaman obat
dilaporkan bahwa banyak tanaman obat yang mengandung antioksidan
dalam jumlah besar. Efek antioksidan terutama disebabkan karena
adanya senyawa fenol seperti flavonoid, asam fenolik (Andayani, dkk.,
2008). Senyawa fenolik atau polifenolik adalah senyawa antioksidan alami
yang terdapat pada tumbuhan. Komponen senyawa fenolik bersifat polar
dan dapat meredam radikal bebas (Kumalaningsih, 2006). Menurut
penelitian oleh Nji (2005) dan Zackiyah (2014) mengkudu terbukti dapat
menjadi sumber antioksidan yang bermanfaat bagi kesehatan.
4Walaupun mengkudu memiliki khasiat dan kelimpahan yang cukup
tinggi, namun tingkat konsumsi buah mengkudu masih belum optimal. Hal
ini disebabkan buah mengkudu memiliki bau yang tidak sedap sehingga
masyarakat masih enggan mengonsumsi mengkudu (Zackiyah, 2014).
Oleh karena itu menjadikan mengkudu sebagai bahan tambahan pada
kopi juga sebagai salah satu usaha untuk memberikan daya tarik pada
produk dari mengkudu. Kopi terkenal memiliki aroma yang khas. Ketika
mengkudu ditambahkan pada kopi, maka aroma mengkudu akan tertutupi
oleh aroma kopi. Selain itu dalam Kumalaningsih (2006) dikatakan
seringkali kombinasi beberapa jenis antioksidan memberikan perlindungan
yang lebih baik terhadap oksidasi dibandingkan dengan satu jenis
antioksidan saja.
Di Indonesia terdapat beberapa jenis kopi, salah satunya kopi
robusta. Terkhusus di Provinsi Bengkulu, potensi kopi robusta sangat
besar. Selama tahun 2009 hingga 2013,  jumlah produksi kopi di Bengkulu
terus meningkat dari 52.497 ton pada tahun 2009 menjadi 55.461 ton di
tahun 2013. Dari 55.461 ton kopi yang diproduksi pada tahun 2013,
sebanyak 54.003 ton diantaranya adalah kopi robusta dan 1.458 ton kopi
arabika (Badan Koordinasi Penanaman Modal, 2015). Kopi robusta
memiliki keunggulan yaitu memiliki kandungan senyawa polifenol yang
lebih tinggi dibandingkan kopi arabika ataupun tanaman lain (Johnston,
dkk., 2003) namun kandungan kafeinnya juga lebih tinggi dibanding jenis
arabika. Kopi robusta dari Bengkulu merupakan bahan utama yang
digunakan pada penelitian ini.
Berdasarkan alasan di atas, maka penulis tertarik untuk melakukan
penelitian tentang “Pengaruh Penambahan Buah mengkudu (Morinda
citrifolia, L) Terhadap Aktivitas Antioksidan dan Kadar Kafein Kopi
Robusta (Coffea canephora)”. Penambahan mengkudu dilakukan
bervarisi dari penambahan 10% hingga 50% untuk melihat pengaruh
masing-masing penambahan mengkudu terhadap kopi robusta.
5I.2 Batasan Masalah
1. Kopi yang digunakan adalah kopi robusta dari Curup, Bengkulu.
2. Mengkudu yang digunakan berasal dari Kota Bengkulu.
3. Uji aktivitas antioksidan dan kadar kafein dilakukan dengan cara
spektrofotometri UV-Vis.
4. Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan metode DPPH.
5. Buah mengkudu dan biji kopi robusta yang digunakan berupa
serbuk
6. Penambahan mengkudu terhadap kopi robusta sebesar 10%, 20%,
30%, 40%, dan 50%
I.3 Rumusan masalah
1. Bagaimana pengaruh penambahan buah mengkudu terhadap
aktivitas antioksidan biji kopi?
2. Bagaimana pengaruh penambahan buah mengkudu terhadap
kadar kafein biji kopi?
3. Berapa persentase penambahan mengkudu yang dapat
memberikan aktivitas antioksidan terkuat dan kadar kafein terendah
pada kopi?
I.4 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui pengaruh penambahan buah mengkudu terhadap
aktivitas antioksidan kopi.
2. Dapat mengetahui pengaruh penambahan buah mengkudu
terhadap kadar kafein kopi.
3. Dapat mengetahui persentase penambahan mengkudu yang dapat




Dapat menjadi sumber ilmu tentang antioksidan maupun kafein
yang terkandung pada makanan yang dikonsumsi. Peneliti juga
akan tahu tentang pengaruh penambahan antioksidan pada bahan
makanan satu dengan yang lainnya. Selain itu penelitian ini dapat
membuat peneliti mencoba menghubungkan antara makanan dan
ilmu pengetahuan atau biasa disebut dengan food science.
2. Bagi Masyarakat
Menjadi sumber informasi tentang salah satu jenis pangan, yaitu
minuman kopi yang sehat dan mengetahui manfaat dari kandungan
kopi tersebut.
3. Bagi Pemerintah dan Negara
Dapat menambah jenis kopi olahan di Indonesia, sehingga dapat
bersaing satidaknya di industri makanan yang sedang pesat
pertumbuhannya. Dengan begitu Indonesia dapat menambah nilai




2.1.1 Kopi Robusta (Coffea canephora)
Tanaman kopi termasuk terdiri atas banyak jenis antara lain
Coffea arabica, Coffea robusta dan Coffea liberica. Negara asal tanaman
kopi adalah Abessinia yang tumbuh di dataran tinggi. Tanaman kopi
Robusta tumbuh baik di dataran rendah sampai ketinggian sekitar 1.000 m
diatas permukaan laut, daerah-daerah dengan suhu sekitar 200C.
Tanaman kopi arabika tumbuh di daerah-daerah yang lebih tinggi sampai
ketinggian sekitar 1700 m diatas permukaan laut, daerah-daerah yang
umumnya dengan suhu sekitar 10-16°C. Tanaman kopi liberika dapat
tumbuh di dataran rendah (Ridwansyah, 2003).
Gambar 2.1 Kopi Robusta









Spesies : Coffea canephora (var. robusta)
8Biji kopi memiliki kandungan yang berbeda-beda, tergantung pada jenis
dan proses pengolahan kopi.  Proses pengolahan kopi dapat
mempengaruhi kandungan biji kopi disebabkan karena adanya oksidasi
pada saat proses penyangraian.  Komposisi biji kopi arabika dan robusta
sebelum dan sesudah  disangrai (% bobot kering) dapat dilihat pada tabel
2.1 berikut:










Mineral 3.0- 4.2 3.5 -4.5 4.0 -4.5 4.6 -5.0
Kafein 0.9 -1.2 1.0 1.6-2.4 2.0
Trigonelline 1.0-1.2 0.5 -1.0 0.6 -0.75 0.3 -0.6
Lemak 12.0  18.0 14.5-20.0 9.0-13.0 11.0 -16.0
Asam Alifatis 1.5-2.0 1.0 -1.5 1.5 -1.2 1.0 -1.5
Asam Amino 2.0 0 - -
Protein 11.0 -13.0 13.0 -15.0 - 13.0 -15.0




5.5-8.0 1.2 -2.3 7.0-10.0 3,9 - 4,6
Senyawa yang terdapat dalam kopi terdiri dari senyawa volatil dan
non-volatil yang mempengaruhi aroma dan mutu kopi. Kopi antara lain
mengandung: senyawa  kafein  yang merupakana alkaloid xanthin dan
asam klorogenat termasuk golongan senyawa polifenol yang memiliki
aktivitas antioksidan dan kandungan polifenol kopi robusta lebih tinggi
dibandingkan kopi arabika ataupun tanaman lain. Antioksidan terbagi atas
tiga golongan yaitu golongan fenol, golongan amin dan golongan amino-
phenol. Antioksidan golongan fenol antara lain asam klorogenat yang
mempunyai titik leleh pada 208°C. Dalam penelitian in vitro menunjukan
9kopi dapat melindungi DNA, lipid, protein melalui mekanisme menangkap
radikal bebas sehingga mengurangi risiko terjadinya penyakit kronik
(Sukohar, 2011).
2.1.2 Mengkudu (Morinda citrifolia L.)
Mengkudu (Morinda citrifolia L.) termasuk tumbuhan keluarga kopi-
kopian (Rubiaceae). Mengkudu dapat tumbuh di dataran rendah sampai
pada ketinggian 1500 meter di atas permukaan laut. Mengkudu banyak
terdapat di Indonesia dan dikenal dengan berbagai nama yaitu mengkudu,
pace, kemudu, kudu (Jawa), cangkudu (Sunda), kodhuk (Madura),dan
wengkudu (Bali) (Putra, 2015). Buah mengkudu berbonggol, permukaan
tidak teratur, berdaging, panjang 5-10 cm, buah muda berwarna hijau,
semakin tua menjadi kuning hingga putih transparan, daging buah berbau
tidak sedap (di Australia dikatakan bau keju biru) akibat bau agak busuk
dari asam kaprat dan asam kaprit, juga akibat penguraian protein oleh
bakteri pembusuk menjadi senyawa aldehida atau keton (Nji, 2005).
Gambar 2.2 Buah Mengkudu









Jenis : Morinda citrifolia L.
Mengkudu merupakan salah satu jenis tanaman obat yang memiliki
banyak manfaat. Pemanfaatan mengkudu secara tradisional oleh
masyarakat diantaranya sebagai obat batuk, sariawan, tekanan darah
tinggi, sakit perut, sembelit, radang amandel, kulit terasa kasar, dan
sebagai antiseptik. Selain itu mengkudu dimanfaatkan sebagai obat
radang ginjal, radang empedu, radang usus, nyeri limpa, dan diabetes
(Hariana, 2015).
Komponen major yang telah diidentifikasi dari tanaman mengkudu
adalah sebagai brikut: skopoletin, asam oktanoat, kalium (K), vitamin C,
terpenoid, alkaloid, antrakuinon, (seperti: nordamnacanthal, rubiadin-1-
metil eter, morindon, rubiadin, dan antrakuinon glikosida), β-sitosterol, β-
karoten, vitamin A, flavon glikosida, asam kaproat, asam kaprilik, asam
ursolik, rutin, dan putative proxeronin. Selain itu, pada penapisan fitokimia
ekstrak buah mengkudu (Morinda citrifolia L.), juga didapat data bahwa
bahwa kandungan senyawa yang terdapat dalam ekstrak buah mengkudu
adalah alkaloid, saponin, flavonoid, antraquinon, dan polifenol (Nji, 2005).
Secara keseluruhan mengkudu mengandung gizi yang lengkap. Zat nutrisi
yang dibutuhkan tubuh, seperti protein, vitamin, dan mineral yang penting
tersedia dalam jumlah yang cukup pada buah mengkudu. Selenium
merupakan mineral yang terdapat pada mengkudu yang merupakan
senyawa antioksidan (Hidayat, 2015).
Beberapa penelitian yang berhubungan dengan tanaman
mengkudu, khususnya paten, telah banyak dilakukan. Salah satu paten
oleh Moniz H (1988) tentang metode untuk memproses tanaman
mengkudu menjadi dalam bentuk serbuk, yaitu meliputi: pemetikan atau
pengambilan buah mengkudu dari pohon, penyimpanan buah mengkudu
dalam suatu tempat, pencucian, pembersihan, penghancuran atau
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pelunakan buah mengkudu, penempatan bubur mengkudu, dan
pengeringan sampai menjadi serbuk mengkudu (Nji, 2005).
2.1.3 Antioksidan
Antioksidan adalah senyawa yang mempunyai struktur molekul
yang dapat memberikan elektronnya kepada molekul radikal bebas
tanpa terganggu sama sekali fungsinya dan dapat memutus reaksi
berantai dari radikal bebas. Antioksidan adalah bahan tambahan yang
digunakan untuk melindungi komponen-komponen makanan yang
bersifat tidak jenuh (mempunyai ikatan rangkap), terutama lemak dan
minyak (Kumalaningsih, 2006). Terdapat tiga macam antioksidan, yaitu:
1) Antioksidan yang dibuat oleh tubuh kita sendiri yang berupa enzim
antara lain superoksida dismutase, glutathione peroxide, dan
katalase. Superoksida dismutase (SOD) adalah antioksidan berupa
enzim yang bekerja bila ada pembantunya, yaitu berupa mineral-
mineral yang bersumber pada kacang-kacangan atau padi-padian.
Glutathione peroxide adalah enzim yang berperan aktif dalam
menghilangkan H2O2 dalam tubuh dan mempergunakannya untuk
mengubah glutathione (GSH) menjadi glutathione teroksidasi
(GSSG), yang mendukung aktivitas enzim SOD bersama-sama
dengan enzim katalase. Glutathione sangat penting dalam
melindungi selaput-selaput sel. Katalase merupakan enzim yang di
samping mendukung aktivitas enzim SOD, juga dapat mengkatalisis
perubahan berbagai macam peroksida dan radikal bebas menjadi
oksigen dan air. Ketiga enzim (superoksida dismutase, glutathione
peroxide, dan katalase) tersebut sangat membutuhkan mineral-
mineral penyusun seperti Copper (Cu), Zinc (Zn), Selenium (Se),
Mangan (Mn), dan besi (Fe).
2) Antioksidan alami yang dapat diperoleh dari tumbuhan dan hewan,
yaitu tokoferol, vitamin C, betakaroten, flavonoid dan senyawa
fenolik. Bahan pangan yang dapat menjadi sumber antioksidan
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alami, seperti rempah-rempah, dedaunan, teh, kokoa, biji-bijian,
buah-buahan, sayur-sayuran, dan tumbuhan/ alga laut. Bahan
pangan tersebut tersebut mengandung senyawa antioksidan, seperti:
asam-asam amino, asam askorbat, golongan flavonoid, tokoferol,
karotenoid, tannin, peptida, melanoidin, asam klorogenat, dan asam-
asam organik lain. Antioksidan alami tersebar di beberapa bagian
tanaman, seperti pada kayu, kulit kayu, akar, daun, buah, bunga, biji,
dan serbuk sari.
3) Antioksidan sintetik yang dibuat dari bahan-bahan kimia yaitu Butil
Hidroksil Anisol (BHA), Butil Hidroksi Toluen (BHT), Propil Galat (PG),
Tert-Butil Hidroksi Quinon (TBHQ), dan NDGA yang ditambahkan
dalam makanan untuk mencegah kerusakan lemak (Kumalaningsih,
2006).
2.1.4 Mekanisme Kerja Antioksidan
Radikal bebas adalah molekul yang mengandung satu atau lebih
elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya, radikal bebas sangat
reaktif dan tidak stabil, sebagai usaha  untuk mencapai kestabilannya
radikal bebas akan bereaksi dengan atom atau molekul di sekitarnya
untuk memperoleh pasangan elektron (Inggrid, 2014). Radikal bebas
reaktif sangat berbahaya karena akan mengambil elektron dari senyawa
lain seperti protein, lipid, dan juga DNA. DNA adalah senyawa yang ada
dalam inti sel, yang apabila mengalami kerusakan akan menyebabkan
berbagai macam penyakit seperti katarak, kanker, dan penyakit
degeneratif (Kumalaningsih, 2006). Untuk meredam aktivitas radikal
bebas diperlukan antioksidan.
Berdasarkan mekanisme kerjanya, senyawa antioksidan memiliki
dua fungsi. Fungsi pertama merupakan fungsi utama dari antioksidan
yaitu sebagai pemberi atom hidrogen. Antioksidan (AH) yang mempunyai
fungsi utama tersebut sering disebut sebagai antioksidan primer.
Senyawa ini dapat memberikan atom hidrogen secara cepat ke radikal
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lipida (R*, ROO*). Atau mengubahnya ke bentuk yang lebih stabil,
sementara turunan radikal antioksidan (A*) tersebut memiliki keadaan
lebih stabil dibandingkan radikal lipida. Fungsi kedua merupakan fungsi
sekunder antioksidan, yaitu memperlambat laju antioksidan dengan
berbagai mekanisme di luar mekanisme pemutusan rantai autooksidasi
dengan mengubah radikal lipida ke bentuk lebih stabil (Nji, 2005). Reaksi
berantai pada radikal bebas (tanpa ada antioksidan) terdiri dari tiga tahap,
yaitu:
Tahap inisiasi : RH  R* + H*
Tahap propagasi : R* + O2  ROO*
ROO* + RH ROOH +R*
Tahap terminasi : R* + R* R – R
ROO* + R* ROOR
ROO* + ROO* ROOR + O2
Pada tahap inisiasi terjadi pembentukan radikal bebas (R*) yang
sangat reaktif, karena (RH) melepaskan satu atom hidrogen, hal ini
dapat   disebabkan adanya cahaya, oksigen atau panas. Pada tahap
propagasi, radikal (R*) akan bereaksi dengan oksigen membentuk radikal
peroksi (ROO*). Radikal peroksi selanjutnya akan menyerang RH
(misalnya pada asam lemak) menghasilkan hidroperoksida dan
radikal  baru. Hidrogen peroksida yang  terbentuk bersifat tidak stabil
dan akan terdegradasi menghasilkan senyawa-senyawa karbonil rantai
pendek seperti aldehida dan keton. Tanpa adanya antioksidan, reaksi
oksidasi lemak akan berlanjut sampai tahap terminasi, sehingga antar
radikal bebas dapat saling bereaksi membentuk senyawa yang kompleks
(Inggrid, 2014).
Penambahan antioksidan (AH) primer dengan konsentrasi rendah
pada lipida dapat menghambat atau mencegah reaksi autooksidasi lemak
dan minyak. Penambahan tersebut dapat menghalangi reaksi oksidasi
pada tahap inisiasi maupun propagasi.
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Inisiasi : R* + AH  RH + A*
Radikal lipida
Propogasi : ROO* + AH  ROOH + A*
Radikal-radikal antioksidan (A*) yang terbentuk pada reaksi tersebut
relatif stabil dan tidak mempunyai cukup energi untuk dapat bereaksi
dengan molekul lipida lain membentuk radikal lipida baru (Nji, 2005).
Antioksidan sekunder, seperti: asam sitrat, asam askorbat, dan
esternya, sering ditambahkan pada lemak dan minyak sebagai kombinasi
dengan antioksidan primer. Kombinasi tersebut dapat memberi efek
sinergis sehingga menambah keefektifan kerja antioksidan primer.
Antioksidan sekunder ini bekerja dengan satu atau lebih mekanisme,
yaitu: memberikan suasana asam pada medium (sistem makanan),
meregenerasi antioksidan utama, mengkelat atau mendeaktifkan
kontaminan logam prooksidan, menangkap oksigen, dan mengikat singlet
oksigen dan mengubahnya ke bentuk triplet oksigen (Nji, 2005).
2.1.5 Kafein
Kafein adalah salah satu jenis alkaloid yang banyak terdapat dalam
biji kopi, daun teh, dan biji coklat (Maramis, 2013). Struktur kimia kafein
adalah 1,3,7-trimetilxantin dan termasuk dalam molekul xantin. Gugus
metilnya  berikatan dengan ketiga hidrogen dan nitrogen pada cincin
xanthin. Kafein merupakan alkaloid putih dengan rumus senyawa kimia
C8H10N4O2, dan rumus bangun 1,3,7-trimetilxantin. Kafein mempunyai
kemiripan struktur kimia dengan 3 senyawa alkaloid yaitu xantin, teofillin,
dan teobromin (Lelyana, 2008).
Gambar 2.3. Struktur Kimia Kafein (Lelyana, 2008)
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Kafein memiliki efek farmakologis yang bermanfaat secara klinis,
seperti menstimulasi susunan syaraf pusat, relaksasi otot polos terutama
otot polos bronkus dan stimulasi otot jantung (Maramis, 2013). Kafein
ditambahkan dalam jumlah tertentu ke minuman. Efek berlebihan (over
dosis) mengkonsumsi kafein dapat menyebabkan gugup, gelisah, tremor,
insomnia, hipertensi, mual dan kejang (Departemen Kesehatan Republik
Indonesia, 2002). Berdasarkan FDA (Food Drug Administration) yang
diacu dalam Maramis (2013), dosis kafein yang diizinkan 100-200mg/hari,
sedangkan menurut SNI 017152-2006 batas maksimum kafein dalam
makanan dan minuman adalah 150 mg/hari dan 50 mg/sajian.
Kadar  kafein yang terkandung dalam kopi tergantung pada tempat
pertumbuhan kopi  dimana pada kopi robusta yang tumbuh di Indonesia
dan Afrika memiliki kadar kafein mencapai 2,2%, sedangkan kopi Arabika
yang tumbuh di Amerika Selatan mengandung sekitar 1,1% kafein. Selain
itu, kadar kafein juga tergantung pada cara penyajian kopi. Cara penyajian
kopi menentukan kandungan kopi (Lelyana, 2008).
2.1.6 Metode Ekstraksi
Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat
larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak larut menggunakan pelarut
cair. Senyawa aktif yang terdapat dalam berbagai simplisia dapat
digolongkan ke dalam golongan minyak atsiri, alkaloid, flavonoid, dan lain-
lain. Dengan diketahuinya senyawa  aktif yang dikandung simplisia akan
mempermudah pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat (Ditjen
POM, 2000).  Senyawa organik yang terdapat dalam larutan ataupun
jaringan tumbuhan dan hewan dapat diambil dengan berbagai teknik
ekstraksi dengan berbagai pelarut, seperti n-heksana, petroleum eter,
ligorin, eter, kloroform, metilen klorida, metanol, dan lain-lain. Jenis pelarut
berkaitan dengan polaritas dari pelarut tersebut. Hal yang perlu
diperhatikan dalam proses ekstraksi adalah senyawa yang diinginkan
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akan lebih mudah tertarik atau terlarut dengan pelarut yang memiliki
tingkat kepolaran yang relatif sama (Ibrahim, 2013).
Teknik yang digunakan untuk menarik atau mengambil senyawa
yang diinginkan dapat dilakukan dengan menggunakan corong pisah,
pemerasan (pressing), destilasi, sublimasi, maserasi, perkolasi, dan
sokletasi (Ibrahim, 2013). Pada penelitian ini digunakan dua teknik
ekstraksi, yaitu menggunakan corong pisah yang merupakan teknik
ekstraksi cair-cair dan maserasi yang merupakan teknik ekstraksi padat
cair. Ekstraksi cair-cair adalah mentransfer suatu senyawa yang
diinginkan dari satu pelarut berupa cairan ke pelarut lain. Sedangkan
ekstraksi padat-cair adalah mengambil senyawa dari suatu bahan padat
menggunakan pelarut (Most, 1988).
2.1.6.1 Ekstraksi dengan Corong Pisah
Corong pisah digunakan untuk mengekstraksi senyawa organik
yang terlarut dalam suatu pelarut dengan pelarut lainnya dan antara
kedua pelarut tidak saling melarutkan. Dengan demikian akan membentuk
dua lapisan dan senyawa organik yang diinginkan akan tertarik kepada
pelarut yang ditambahkan. Cara kerja ekstraksi dengan corong pisah
adalah menambahkan pelarut lainnya kepada larutan yang mengandung
senyawa yang akan diekstraksi dan kemudian akan membentuk dua
lapisan. Corong pisah dipegang dengan kedua tangan sambil dikocok.
Perlu diperhatikan bahwa pengisian corong pisah jangan sampai penuh,
namun harus ada rongga udara sekitar seprtiganya. Selanjutnya dibiarkan
beberapa waktu sampai terjadi dua lapisan.
Teknik ekstraksi ini hanya dapat digunakan bila senyawa yang
akan diekstraksi kelarutannya lebih besar dalam pelarut pengekstraksi
atau koefisien distribusinya (KD) lebih besar serta antara kedua pelarut
tidak bercampur. Sebagai contoh adalah pengekstraksian residu pestisida
dalam air dengan menggunakan kloroform. Pengekstraksian akan lebih
sempurna apabila pelarut dengan volume sama dilakukan berkali-kali
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dibandingkan menggunakan sekaligus pelarut yang sama. Contohnya
penggunaan empat kali 25 ml pelarut lebih baik dibandingkan dengan
penggunaan sekaligus 100 ml pelarut untuk mengekstraksi suatu bahan
(Ibrahim, 2013).
2.1.6.2 Maserasi
Maserasi adalah teknik ekstraksi dengan perendaman terhadap
bahan yang ingin diekstraksi. Teknik maserasi ini adalah teknik
pengekstraksian yang paling klasik. Sampel yang telah dihaluskan
direndam dalam suatu pelarut organik selama beberapa waktu, kemudian
disaring dan hasilnya dapat berupa filtrat. Proses maserasi dapat
dilakukan dengan pengocokan dan juga dengan ultrasonik (Ibrahim,
2013).
Waktu maserasi pada umumnya 5 hari, setelah waktu tersebut
keseimbangan antara bahan yang diekstraksi pada bagian dalam sel
dengan luar sel telah tercapai. Dengan pengocokan dijamin
keseimbangan konsentrasi bahan ekstraksi lebih cepat dalam cairan.
Pendiaman selama maserasi menyebabkan turunnya perpindahan bahan
aktif. Semakin besar perbandingan simplisia terhadap cairan
pengekstraksi, akan semakin banyak yang diperoleh (Indraswari, 2008).
2.1.7 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH)
Metode uji 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) merupakan salah satu
metode yang paling banyak digunakan untuk memperkirakan efisiensi
kinerja dari substansi yang berperan sebagai antioksidan. Pengujian
antioksidan dengan DPPH merupakan salah satu metode yang sederhana
dengan menggunakan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) sebagai senyawa
pendeteksi. Senyawa DPPH merupakan senyawa radikal bebas yang
bersifat stabil sehingga dapat bereaksi dengan atom hidrogen yang
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berasal dari suatu antioksidan membentuk DPPH tereduksi (Molyneux
2004).
Ketika DPPH menerima elektron atau radikal hidrogen, maka akan
terbentuk molekul diamagnetik yang stabil. Interaksi antioksidan dengan
DPPH baik secara transfer elektron atau radikal hidrogen, akan
menetralkan karakter radikal bebas dari DPPH. Struktur kimia DPPH
dalam bentuk  radikal bebas (1) dan bentuk kompleks non radikal (2)
dapat dilihat pada Gambar 2.4.
Gambar 2.4. Struktur kimia Radikal Bebas (1) dan
Bentuk Non Radikal (2) DPPH (Molyneux, 2004)
Adanya aktivitas antioksidan dari sampel mengakibatkan perubahan
warna pada larutan DPPH dalam metanol yang semula berwarna violet
pekat menjadi kuning pucat. Aktivitas antioksidan sampel ditentukan oleh
besarnya hambatan serapan radikal DPPH melalui perhitungan
persentase inhibisi serapan DPPH dengan menggunakan rumus
(Andayani, dkk., 2008) :
%Inhibisi = Absorbansi kontrol – Absorbansi sampelAbsorbansi kontrol 100%
Keterangan :
Absorbansi kontrol : Serapan radikal DPPH
Absorbansi sampel : Serapan sampel dalam radikal DPPH
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Persen inhibisi adalah kemampuan suatu bahan untuk
menghambat aktivitas radikal bebas, yang berhubungan dengan
konsentrasi suatu bahan. Persen inhibisi ini didapatkan dari perbedaan
serapan antara absorban DPPH dengan absorban sampel yang diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis. Besarnya aktivitas antioksidan ditandai
dengan nilai IC50, yaitu konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan untuk
menghambat 50% radikal bebas DPPH (Andayani, dkk., 2008).  Semakin
kecil nilai IC50 berarti aktivitas antioksidannya semakin tinggi (Molyneux,
2004).
2.1.8 Spektrofotometri UV-VIS
Spektroskopi adalah ilmu yang mengkaji hubungan interaksi antara
materi dan radiasi elektromagnet (cahaya). Materi yang menyerap radiasi
elektromagnet menyebabkan materi tersebut mengalami transisi dalam
tingkat-tingkat energi elektronik, vibrasional, atau rotasionalnya. Prinsip-
prinsip spektroskopi digunakan pada teknik analisis yang menggunakan
alat berupa spektrometer atau spektrofotometer. Spektofotometer
dikhususkan hanya memberikan spektrum tampak dan spektrum UV, dan
teknik analisisnya disebut spektrofotometri UV-Vis. Spektrofotometer
dapat digunakan untuk mengamati spektrum serapan (spektrum absorbsi)
atau spektrum pancaran (spektrum emisi) sebagai hasil perubahan dalam
sampel akibat radiasi cahaya (Mulyono, 2009).
Spektrofotometri UV dan visibel digunakan untuk tujuan analisis
kualitatif dan kuantitatif. Spektrofotometri UV mempunyai kisaran sinar
dengan panjang gelombang 200-400 nm, sedangkan sinar visible
(tampak) adalah pada panjang gelombang 400-900 nm (Ibrahim, 2013).
Pada metode spektrofotometri UV materi materi menyerap cahaya ultra
ungu (ultraviolet = UV). Dengan cara ini  larutan  tak berwarna dapat
diukur (Hendayana, 1994) berupa senyawa organik yang mengandung
gugus kromofor yaitu diene terkonjugasi (C=C-C=C) dan enon (ketena)
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(C=C-C=O) (Ibrahim, 2013). Spektrofotometri visible (tampak) adalah
untuk analisis senyawa berwarna (Ibrahim, 2013). Senyawa tak berwarna
dapat dibuat berwarna dengan mereaksikannya dengan pereaksi yang
menghasilkan senyawa berwarna. Contohnya, ion Fe3+ dengan ion CNS-
menghasilkan larutan berwarna merah (Hendayana, 1994). Berikut
spesifikasi panjang gelombang pada warna tertentu:

















>780 IR dekat -
Terdapat langkah-langkah di dalam analisis spektofotometri, yaitu
meliputi penetapan kondisi kerja dan pembuatan suatu kurva kalibrasi
yang menghubungkan konsentrasi dengan absorbansi. Hal-hal yang harus
dilakukan dan diperhatikan pada analisis adalah:
1) Pemilihan panjang gelombang
Pengukuran absorbansi spertrofotometri biasanya dilakukan pada
suatu panjang gelombang yang sesuai dengan absorbsi maksimum.
(Hendayana, 1994).  Analisa pada spektofotometri didasarkan pada
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panjang gelombang maksimum (λmaks) yaitu panjang gelombang
dengan absorbansi maksimum, karena setiap senyawa yang
mengandung gugus kromofor dan berwarna mempunyai λmaks yang
spesifik (Ibrahim, 2013). Konsentrasi pada titik ini artinya absorbansi
larutan encer masih terdeteksi (Hendayana, 1994).
2) Faktor yang mempengaruhi absorbansi
Faktor-faktor yang mempengaruhi absorbansi meliputi jenis pelarut,
pH larutan, suhu, konsentrasi larutan yang tinggi, dan adanya zat
pengganggu. Pengaruh-pengaruh ini harus diketahui, kondisi analisis
harus dipilih sedemikian rupa hingga absorbansi tidak akan
dipengaruhi sedikitpun. Kebersihan juga akan mempengaruhi
absorbansi termasuk bekas jari. Pada dinding tabung harus
dibersihkan dengan tissu dan hanya memegang bagian ujung atas
tabung sebelum pengukuran (Hendayana, 1994). Selain itu, pemilihan
pelarut dan proses pengenceran dalam persiapan sampel juga harus
diperhatikan pada metode spektrofotometri Uv-vis (Ibrahim, 2013).
3) Penentuan hubungan antara absorbansi dan konsentrasi
Setelah menetapkan kondisi untuk menganalisis (seperti panjang
gelombang yang sesuai), kemudian menyiapkan kurva kalibrasi dari
sederet larutan standar. Larutan-larutan standar ini sebaiknya
mempunyai komposisi yang sama dengan komposisi cuplikan yang
sebenarnya dan konsentrasi cuplikan berada diantara konsentrasi-
konsentrasi larutan standar (Hendayana, 1994).
2.2 Penelitian yang Relevan
Purnawati (2012) melakukan penelitian yang berjudul “Pengaruh
Konsentrasi Ekstrak Buah Mengkudu (Morinda citrifolia) Pada Kombucha
Coffee Terhadap Kadar Vitamin C (Asam askorbat)”. Pada penelitian
tersebut didapat hasil kadar vitamin C terendah 0,18% pada Kombucha
Coffee tanpa penambahan ekstrak buah mengkudu (kontrol). Kadar
vitamin C tertinggi 0,98% pada Kombucha coffee dengan penambahan
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ekstrak buah mengkudu 75 mL. Berdasarkan hasil penelitian dapat
dikatakan bahwa penambahan ekstrak buah mengkudu konsentrasi (25,
50, dan 75 mL) dapat meningkatkan kadar vitamin C Kombucha coffee.
Oktadina (2013) melakukan penelitian dengan menambahkan
bahan lain ke kopi, yaitu nanas. Penelitian ini berjudul “Pemanfaatan
Nanas (Ananas Comosus L. Merr) untuk Penurunan Kadar Kafein dan
Perbaikan Citarasa Kopi (Coffea Sp) dalam Pembuatan Kopi Bubuk”.
Pada penelitian ini didapat hasil bahwa kandungan bromelin nanas
mampu menurunkan kadar kafein kopi. Kadar kafein hasil fermentasi
nanas menghasilkan kadar kafein 1,15%, lebih rendah  dibandingkan
dengan kadar kafein kontrol sebesar 2,27%.
Rastuti (2012) berhasil melalukan penelitian tentang pengujian
aktivitas antioksidan dengan metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
dengan judul penelitian: Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Kalba
(Albizia falcataria) dengan Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) dan
Identifikasi Senyawa Metabolit Sekundernya. Pada penelitian tersebut
didapat hasil uji aktivitas antioksidan larutan ekstrak pekat daun kalba
larut heksana (E1),  larut etil asetat (E2) dan larut metanol (E3) memiliki
nilai IC50 masing-masing sebesar 1338,758; 473,756 dan 264,519 ppm.
Ekstrak metanol daun kalba memilki aktivitas antioksidan paling tinggi. Uji
senyawa metabolit sekunder pada ekstrak metanol daun kalba
menunjukkan senyawa metabolit sekunder golongan terpenoid, flavonoid
dan fenolat.
Nji (2005) melakukan penelitian dalam penentuan aktivitas
antioksidan pada ekstrak fraksi kloroform serta fraksi etanol sebelum dan
sesudah dihidrolisis buah mengkudu (Morinda citrifolia L.) menggunakan
radikal bebas DPPH. Didapat hasil bahwa aktivitas antioksidan dalam IC50
pada fraksi kloroform sebesar 276,4 ppm, fraksi fraksi etanol (sebelum
dihidrolisis) sebesar 243,5 ppm, dan fraksi etanol (sesudah dihidrolisis)
9,7 ppm.
23
Dari hasil penelitian oleh Fitri (2008), dapat diketahui bahwa
terdapat pengaruh berat dan waktu penyeduhan terhadap kadar kafein
bubuk teh, yaitu semakin banyak bubuk teh yang digunakan dan semakin
lama waktu penyeduhan akan meningkatkan kadar kafein. Kadar kafein
optimum dari penelitian ini adalah 20,2955 mg (1,01%) yang terdapat




















































3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan selama 2 bulan dari bulan Januari sampai
dengan Februari  2016. Penelitian ini dilakukan di laboratorium Pendidikan
Kimia Fakultas Keguruan dan Ilmu Pendidikan Universitas Bengkulu,
laboratorium Agronomi Fakultas Pertanian Universitas Bengkulu, dan
laboratorium Biomedik FKIK Universitas Bengkulu.
3.2 Prosedur Penelitian
3.2.1 Alat dan Bahan
 Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini  adalah:
mesin sangrai (Toper), blender (Philips), ayakan 60 mesh
(Advantech), corong pisah 500 ml dan 250 ml (pyrex), botol semprot, pipet
tetes, mikropipet, pipet ukur (pyrex), bola hisap, gelas ukur (pyrex), gelas
kimia (pyrex), erlenmeyer (pyrex), labu ukur 100 ml dan 25 ml (pyrex),
statif dan klem, sudip, batang pengaduk, corong kaca, botol vial, shaking
water bath (Jeio Tech), neraca analitik (OHAUS dan BEL Engineering),
hot plate, termometer, shaker (Scilogex), spektrofotometer UV-Vis
(Biospectrometer eppendorf  dan spectrophotometer Apel PD-303 S);
kuvet, alumunium foil, kertas saring, dan tisu.
 Adapun bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah:
kopi robusta, buah mengkudu, metanol p.a, serbuk DPPH (Sigma-
Aldrich), serbuk vitamin C, kloroform p.a, serbuk kafein standar, aquades,
serbuk kalsium karbonat (CaCO3).
3.2.2 Prosedur Kerja
3.2.2.1 Persiapan Serbuk Biji Kopi
Kopi robusta yang digunakan berasal dari Curup, Bengkulu.
Mulanya biji kopi dicuci bersih. Kemudian kopi dikeringkan dengan cara
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dijemur dibawah sinar matahari. Setelah proses pengeringan selesai,
dilakukan penumbukan untuk membuang kulit kopi, sehingga didapatlah
biji kopi kering. Biji kopi kering tersebut kemudian  disangrai.
Penyangraian ini dilakukan dengan alat sangrai pada suhu 2000 C. Biji
kopi lalu digiling dengan blender hingga menjadi serbuk. Terakhir, serbuk
biji kopi diayak dengan ayakan 60 mesh. Sampel serbuk biji kopi robusta
100% dinamai serbuk K.
3.2.2.2 Persiapan Serbuk Buah Mengkudu
Buah mengkudu yang digunakan berasal dari Kota Bengkulu,
Bengkulu. Pada awalnya dilakukan pemilihan buah mengkudu yang akan
digunakan. Pemilihan buah mengkudu dilakukan dengan memilih buah
mengkudu yang belum terlalu masak. Buah mengkudu yang belum terlalu
masak memiliki tekstur buah yang masih keras dan kadar air tidak terlalu
tinggi. Hal ini bertujuan untuk mempermudah proses pemotongan dan
pengeringan. Setelah penyortiran selesai, buah mengkudu dicuci dan
dipotong kecil-kecil. Kemudian dijemur dengan cara diangin-anginkan dan
terhindar dari sinar matahari. Suhu tempat pengeringan dikontrol pada
suhu tidak lebih dari 400 C. Mengkudu yang sudah kering kemudian
digiling hingga didapatlah serbuk mengkudu. Terakhir, serbuk buah
mengkudu diayak dengan ayakan 60 mesh. Serbuk buah mengkudu
100% dinamai serbuk M.
3.2.2.3 Pencampuran Serbuk Biji Kopi dan Buah Mengkudu
Dicampurkan serbuk biji kopi robusta dan serbuk buah mengkudu
dengan cara: kopi 90% ditambah mengkudu 10% (KM1), kopi 80%
ditambah mengkudu 20% (KM2), kopi 70% ditambah mengkudu 30%
(KM3), kopi 60% ditambah mengkudu 40% (KM4), dan kopi 50% ditambah
mengkudu 50% (KM5). Kemudian, masing-masing dihomogenkan dengan
cara diaduk-aduk. Tahap ini dilakukan tiga kali pengulangan.
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3.2.2.4 Ekstraksi Antioksidan
Proses ekstraksi antioksidan dilakukan pada sampel yaitu serbuk
mengkudu 100% (M), kopi 100% (K), kopi 90% ditambah mengkudu 10%
(KM1), kopi 80% ditambah mengkudu 20% (KM2), kopi 70% ditambah
mengkudu 30% (KM3), kopi 60% ditambah mengkudu 40% (KM4), dan
kopi 50% ditambah mengkudu 50% (KM5). Ekstraksi yang dilakukan
adalah metode maserasi. Maserasi dilakukan dengan merendam
sebanyak 20 g tiap-tiap serbuk dengan pelarut metanol sebanyak 140 ml.
Perendaman dilakukan selama lebih kurang 5 hari pada suhu kamar dan
disimpan di tempat yang terlindung dari sinar matahari serta sambil
sesekali dikocok. Kemudian disaring melalui kertas saring dan pelarut
diuapkan dalam water bath pada suhu 400 C hingga diperoleh ekstrak
kental.
3.2.2.5 Pembuatan Larutan DPPH (Molyneux, 2004)
Sebanyak 39,3 mg serbuk DPPH dilarutkan dengan metanol di
gelas kimia. Kemudian dimasukkan ke labu ukur 100 ml dan ditambahkan
metanol sampai tanda batas, sehingga diperoleh larutan DPPH dengan
konsentrasi 0,1 mM. Larutan DPPH 0,1 mM digunakan sebagai larutan
yang direaksikan dengan larutan uji dan pada penentuan panjang
gelombang.
3.2.2.6 Pembuatan Larutan Uji
Sebanyak 50 mg masing-masing ekstrak ditambah dengan metanol
dalam labu ukur 25 mL sehingga diperoleh konsentrasi 200 ppm (larutan
induk). Kemudian dilakukan pengenceran dalam labu ukur 25 mL dengan
menambahkan  metanol sampai tanda batas. Larutan uji masing-masing
ekstrak antioksidan dibuat dalam konsentrasi 10 ppm, 30 ppm, 50 ppm,
dan 70 ppm.
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3.2.2.7 Pembuatan Larutan Vitamin C Sebagai Kontrol Positif dan
Pembanding
Sebanyak 5 mg serbuk vitamin C dilarutkan dengan metanol dan
dimasukkan ke labu ukur 50 ml. Kemudian ditambahkan metanol hingga
tanda batas dan  dihomogenkan, sehingga diperoleh larutan induk 100
ppm. Larutan induk yang diperoleh kemudian diencerkan dengan variasi
konsentrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm.
3.2.2.8 Penentuan Panjang Gelombang Optimum
Sebanyak 2 mL larutan DPPH 0,1 mM dan ditambahkan dengan 2
mL metanol. Setelah dibiarkan selama 30 menit ditempat gelap pada suhu
370 C, serapan larutan diukur dengan spektrofotometer UV-Vis
(Spectrophotometer Apel PD-303 S) pada panjang gelombang 500-570
nm.
3.2.2.9 Pengujian Aktivitas Antioksidan dengan Metode 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH)
Penentuan aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara 2 mL
larutan DPPH 0,1 mM ditambah dengan masing-masing 2 mL larutan uji
(larutan uji ekstrak mengkudu 100% (M), kopi 100% (K), kopi 90%
ditambah mengkudu 10% (KM1), kopi 80% ditambah mengkudu 20%
(KM2), kopi 70% ditambah mengkudu 30% (KM3), kopi 60% ditambah
mengkudu 40% (KM4), dan kopi 50% ditambah mengkudu 50% (KM5))
konsentrasi 10 ppm, 30 ppm, 50 ppm, 70 ppm. Kemudian campuran
tersebut diinkubasi selama 30 menit pada suhu 370 C. Larutan ini
kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum.
Larutan blanko dibuat dengan cara 2 ml larutan DPPH 0,1 mM
ditambahkan 2 ml metanol. Selanjutnya dilakukan penentuan persentase
inhibisi terhadap radikal DPPH dari nilai absorbansi larutan blanko dan
larutan uji.
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% Inhibisi = Absorbansi DPPH kontrol (blanko)– Absorbansi DPPH sisaAbsorbansi DPPH kontrol (blanko) 100%
 Absorbansi kontrol (blanko) = absorbansi DPPH tanpa
penambahan larutan uji
 Absorbansi DPPH sisa = absorbansi DPPH setelah penambahan
larutan uji
Nilai konsentrasi larutan uji dan persen inhibisinya diplot masing-
masing  pada sumbu x dan y pada persamaan regresi linear.  Persamaan
regresi linear yang diperoleh dalam bentuk persamaan  y = mx + c
digunakan untuk mencari nilai IC50 (inhibitor concentration 50%) dari
masing-masing sampel dengan menyatakan nilai y sebesar 50 dan nilai x
yang akan diperoleh sebagai IC50. Nilai IC50 menyatakan besarnya
konsentrasi larutan uji yang dibutuhkan untuk mereduksi radikal bebas
DPPH sebesar 50%.
3.2.2.10 Ekstraksi Kafein
Sebanyak 1 gram serbuk kopi 100% (K) dimasukkan ke dalam
gelas kimia. Kemudian ditambahkan 150 mL akuades panas (900 C)
kedalamnya sambil diaduk menghasilkan larutan sampel. Larutan sampel
yang masih panas disaring melalui corong dengan kertas saring ke dalam
erlenmeyer. Hasil penyaringan larutan sampel ditambahkan 1,5 g padatan
kalsium karbonat (CaCO3) dan diaduk. Setelah kalsium karbonat (CaCO3)
larut semua, dimasukkan ke dalam corong pisah. Selanjutnya dilakukan
ekstraksi sebanyak 4 kali.  Tiap kali ekstraksi dilakukan dengan
penambahan 25 mL kloroform. Pada proses ekstraksi akan terdapat dua
lapisan, yaitu bagian atas dan bawah. Lapisan bagian bawah yang diambil
dan kemudian ekstrak (fase kloroform) ini diuapkan hingga kloroform
menguap seluruhnya, sehingga didapatkan ekstrak kafein bebas pelarut
(Maramis, 2013). Dilakukan juga hal yang sama pada dan serbuk kopi
90% ditambah mengkudu 10% (KM1), kopi 80% ditambah mengkudu 20%
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(KM2), kopi 70% ditambah mengkudu 30% (KM3), kopi 60% ditambah
mengkudu 40% (KM4), dan kopi 50% ditambah mengkudu 50% (KM5).
3.2.2.11 Pembuatan Larutan Standar Kafein
Awalnya dibuat larutan induk dengan konsentrasi 1000 ppm.
Pembuatan larutan dilakukan dengan cara menimbang serbuk kafein
standar sebanyak 250 mg, lalu  dimasukkan ke dalam gelas kimia dan
dilarutkan dengan aquades secukupnya. Setelah semua kafein standar
larut, dimasukkan ke dalam labu ukur 250 mL. Ditambahkan akuades
hingga tanda batas dan dihomogenkan (Maramis, 2013). Setelah didapat
larutan induk, kemudian dibuat larutan standar yaitu sebanyak 5 mL
larutan induk  1000 ppm dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL, kemudian
ditambahkan akuades hingga tanda batas dan dihomogenkan. Setelah itu
diambil sebanyak: 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 mL kemudian dimasukkan
ke labu ukur 50 mL. Ditambahkan akuades hingga tanda batas, lalu
dihomogenkan.  Konsentrasi larutan standar yang diperoleh berturut-turut
adalah : 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8 ppm.
3.2.2.12 Penentuan Panjang Gelombang optimum
Deteksi absorbansi larutan standar dilakukan pada rentang
panjang gelombang 250-300 nm dengan menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (Biospectrometer Appendorf). Larutan standar yang digunakan
adalah larutan standar kafein 8 ppm.
3.2.2.13 Pembuatan Kurva Standar
Kurva standar menghubungkan nilai absorbansi dengan
konsentrasi dari masing – masing larutan standar. Pembuatan kurva
standar menggunakan larutan standar yang sudah dibuat, yaitu dengan
konsentrasi 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8 ppm. Setiap larutan standar diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum yang didapat pada
penelitian ini.
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3.2.2.14 Penentuan Kadar Kafein Tiap Sampel
Uji ini dilakukan dengan pembacaan serapan sinar (absorbansi)
masing-masing sampel dari ektrak kafein bebas pelarut (ekstrak kafein
kopi 100% (K), kopi 90% ditambah mengkudu 10% (KM1), kopi 80%
ditambah mengkudu 20% (KM2), kopi 70% ditambah mengkudu 30%
(KM3), kopi 60% ditambah mengkudu 40% (KM4), dan kopi 50% ditambah
mengkudu 50% (KM5)). Ekstrak kafein bebas pelarut masing-masing
dilarutkan dengan aquades 100 dalam labu ukur. Setelah dilakukan
pelarutan, kemudian diencerkan dengan cara mengambil 0,2 mL dari
larutan kafein 100 ml tersebut ke dalam 6 mL aquades. Setelah itu
absorbansi diukur dengan spketrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang yang didapat pada penelitian.  Blanko serapan yang
digunakan yaitu akuades. Setelah nilai absorbansi didapat, kemudian





4.1 Penentuan Aktivitas Antioksidan
4.1.1 Ekstraksi Senyawa Antioksidan
Proses ekstraksi senyawa antioksidan dilakukan dengan cara
maserasi. Pelarut yang digunakan adalah metanol. Pemilihan metanol
sebagai pelarut dalam proses maserasi dikarenakan metanol memiliki
tingkat kepolaran yang relatif sama dengan senyawa antioksidan yang
akan diekstrak. Metanol digunakan untuk mengekstrak senyawa yang
bersifat polar (Yuhernita, 2011). Pada penelitian ini senyawa yang
diinginkan yaitu senyawa antioksidan pada kopi dan mengkudu yaitu
polifenol yang bersifat polar (Kumalaningsih, 2006). Selain itu metanol
adalah senyawa yang relatif mudah menguap (volatil) karena memiliki titik
didih yang rendah 64,70 C (Ibrahim, 2013), sehingga akan memudahkan
dalam proses penguapan pelarut.
Maserasi dilakukan dengan perbandingan sampel dan pelarut 1:7.
Setiap 20 gram sampel dimaserasi dalam 140 ml metanol. Sampel yang
dimaserasi sebanyak 7 sampel, yaitu sampel mengkudu 100% (M), kopi
100% (K), kopi 90% ditambah mengkudu 10% (KM1), kopi 80% ditambah
mengkudu 20% (KM2), kopi 70% ditambah mengkudu 30% (KM3), kopi
60% ditambah mengkudu 40% (KM4), dan kopi 50% ditambah mengkudu
50% (KM5). Setiap sampel dengan masing-masing penambahan
mengkudu dibuat dalam tiga pengulangan. Tiga pengulangan yang
dimaksud adalah sampel  kopi 90% yang ditambah mengkudu 10% (KM1)
dibuat sebanyak tiga sampel sehingga ada 3 sampel KM1 yang
dimaserasi, begitu juga dengan sampel lainnya.
Gambar 4.1 Maserasi dengan metanol
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Dalam proses maserasi dilakukan pengadukan sesekali agar senyawa
yang diinginkan terekstrak oleh pelarut pengekstrak. Maserasi dilakukan
selama 5 hari pada suhu ruang untuk memaksimalkan ekstraksi sampel
karena dengan jangka waktu tersebut filtrat metanol sudah berkurang
warnanya, artinya pelarut maksimal dalam mengambil senyawa-senyawa
dalam sampel. Teknik ekstraksi dengan metode maserasi memiliki
keunggulan yaitu dapat menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang
tidak tahan panas, namun memiliki kelemahan yaitu membutuhkan waktu
yang cukup lama (Sukohar, 2011). Hasil maserasi disaring dan dipekatkan
dalam waterbath pada suhu 400 C sehinga diperoleh ekstrak kental
metanol. Penguapan pelarut dilakukan pada suhu ± 40°C bertujuan untuk
mencegah dekomposisi senyawa yang terkandung di dalamnya (Sukohar,
2011). Kemudian dilakukan uji aktivitas antioksidan pada ekstrak kental
dengan metode DPPH.
4.1.2 Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH)
Pengukuran aktivitas antioksidan dalam menangkal radikal bebas
dapat dilakukan dengan bermacam metode, seperti DPPH, ORAC, ABTS
(TEAC), Cupric Ion Reducing Antioxidant (CUPRAC) dan Ferric Reducing
Ability of Plasma (FRAP). Metode yang digunakan pada penentuan
aktivitas antioksidan  sampel yang diduga mengandung antioksidan pada
penelitian ini adalah metode DPPH dengan menggunakan DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) sebagai radikal bebas. Metode ini dipilih karena
memiliki beberapa kelebihan seperti teknis yang sederhana, dapat
dikerjakan dengan cepat dan hanya membutuhkan spektrofotometer UV-
Vis (Karadag, dkk., 2009). Pengujian aktivitas antioksidan diawali dengan
menentukan panjang gelombang optimum larutan DPPH dengan
menggunakan larutan DPPH 0,1 mM dalam metanol. Penentuan panjang
gelombang optimum dilakukan dengan mengukur absorbansi larutan
DPPH pada rentang panjang gelombang 500-570 nm.
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Gambar 4.2 Grafik Penentuan Panjang Gelombang Optimum
DPPH dalam Metanol
Pemilihan panjang gelombang dari rentang 500-570 nm
dikarenakan rentang tersebut merupakan bagian dari panjang gelombang
daerah sinar tampak/ visible (400-750 nm). Larutan DPPH merupakan
larutan berwarna, sehingga pengukuran absorbansi dilakukan pada
daenar sinar tampak. Warna yang tampak atau warna komplementer  dari
larutan DPPH adalah warna ungu (violet). Warna komplementer dari
warna ungu adalah warna hijau. Warna hijau inilah  yang akan menyerap
cahaya pada panjang gelombang tertentu. Warna hijau menyerap cahaya
pada rentang 500-560 nm (Khopkar, 2002). Oleh karena itu panjang
gelombang optimum larutan DPPH ditentukan pada rentang  500-570 nm.
Panjang gelombang optimum adalah panjang gelombang dengan
absorbansi maksimum (Ibrahim, 2013). Dari hasil pengukuran absorbansi
larutan DPPH didapat bahwa absorbansi maksimum pada panjang
gelombang 517 nm, sehingga panjang gelombang 517 nm dipilih sebagai
panjang gelombang optimum yang digunakan pada penentuan aktivitas
antioksidan. Pengukuran aktivitas antioksidan secara spektofotometri
menggunakan DPPH telah dilakukan dalam beberapa penelitian.

















antioksidan dengan metode DPPH juga menggunakan panjang
gelombang 517 nm sebagai panjang gelombang optimum.
Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan mereaksikan
larutan DPPH 0,1 mM dan masing-masing larutan uji serta diinkubasi
selama 30 menit pada suhu 370 C. Larutan uji adalah larutan yang dibuat
dari ekstrak kental masing-masing sampel yang dilarutkan dalam metanol
dengan berbagai konsentrasi. Larutan blanko yang digunakan adalah
larutan DPPH 0,1 mM dengan penambahan metanol (tanpa penambahan
larutan uji). Tujuan dilakukan inkubasi adalah untuk memberikan waktu
agar larutan uji yang berperan sebagai antioksidan dapat bereaksi dengan
larutan DPPH dan suhu 370 C untuk mempercepat reaksinya.  Inkubasi
dilakukan pada tempat gelap dikarenakan DPPH merupakan radikal
bebas yang bersifat peka terhadap cahaya.
Untuk mendapatkan data kuantitatif uji aktivitas antioksidan,
dilakukan pengukuran absorbansi DPPH pada panjang gelombang 517
nm. Absorbansi DPPH yang terukur adalah absorbansi dari DPPH yang
tersisa setelah ditambahkan/ atau bereaksi dengan larutan uji. Dari nilai
absorbansi DPPH sisa dapat diketahui aktivitas antioksidan tiap larutan uji
dalam menghambat radikal bebas DPPH. Dari nilai absorbansi yang
diperoleh lalu dihitung persen inhibisi (peredaman) terhadap radikal bebas
DPPH, yaitu besarnya aktivitas senyawa antioksidan yang dapat
menangkap radikal bebas DPPH. Persen inhibisi diperoleh dengan rumus:
% Inhibisi = Absorbansi DPPH kontrol (blanko)– Absorbansi DPPH sisaAbsorbansi DPPH kontrol (blanko) 100%
 Absorbansi kontrol (blanko) = absorbansi DPPH tanpa
penambahan larutan uji
 Absorbansi DPPH sisa = absorbansi DPPH setelah
penambahan arutan uji
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Setelah mendapatkan nilai persen inhibisi, parameter yang umum
digunakan untuk mengetahui besarnya aktivitas antioksidan pada suatu
ekstrak bahan adalah dengan menentukan nilai inhibitor concentration
50% (IC50) bahan antioksidan tersebut. IC50 merupakan nilai yang
menunjukkan konsentrasi ekstrak yang mampu menghambat aktivitas
radikal sebesar 50% (Molyneux, 2004). Masing-masing nilai %inhibisi dan
konsentrasi yang telah dikatahui diplot pada grafik sehingga didapat
persamaan garis linier y = mx+c. Dengan mengganti y dengan 50 dari
persamaan garis linier, maka akan didapat nilai x yang merupakan nilai
IC50. Hasil perhitungan nilai IC50 dapat dilihat pada gambar 4.3.
Gambar 4.3 Nilai IC50 Sampel (Kopi, mengkudu, kopi ditambah mengkudu) dan Vitamin C
Dari hasil yang diperoleh diketahui bahwa makin besar persen
inhibisi maka nilai IC50 semakin kecil. Nilai IC50 yang kecil menandakan
suatu senyawa antioksidan sudah dapat menghambat radikal bebas
sebanyak 50% dengan konsentrasi kecil. Semakin besar persen inhibisi
dan semakin kecil nilai IC50, maka semakin kuat aktivitas antioksidan
senyawa tersebut. Penelitian ini menggunakan antioksidan vitamin C












Sampel K = 100% kopi, KM1 = kopi 90% ditambah mengkudu 10%, KM2 =
kopi 80% ditambah mengkudu 20%, KM3 =  kopi 70% ditambah
mengkudu 30%, KM4 = kopi 60% ditambah mengkudu 40%, KM5 =  kopi
50% ditambah mengkudu 50%, M = 100% mengkudu
84,43
54,29 39,21 42,23 48,04
244,28





vitamin C standar yang berupa serbuk berwarna putih kekuningan. Pada
Pengujian aktivitas antioksidan pada sampel uji dengan berbagai
konsentrasi didapat bahwa pada konsentrasi yang tertinggi menunjukkan
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi, tetapi apabila dibandingkan dengan
vitamin C standar, sampel uji mempunyai aktivitas antioksidan yang lebih
rendah.
Dari gambar 4.3 dapat dilihat bahwa nilai IC50 kopi yang ditambah
10% dan 20% mengkudu relatif lebih besar dibanding kopi sebagai
kontrol. Hal ini berarti pada penambahan 10% dan 20% mengkudu
menurunkan aktivitas antioksidan kopi. Namun, pada penambahan 20%
mengkudu aktivitas antioksidan lebih besar jika dibandingkan dengan
penambahan 10% mengkudu, yang berarti aktivitas antioksidan berangsur
naik seiring banyaknya penambahan mengkudu. Selanjutnya aktivitas
antioksidan pada kopi meningkat pada penambahan 30% mengkudu.
Tidak berbeda jauh dengan penambahan 30% mengkudu, aktivitas
antioksidan kopi dengan penambahan 40% mengkudu juga meningkat.
Akan tetapi aktivitas antioksidan kopi dengan penambahan 40%
mengkudu menurun jika dibandingkan dengan penambahan 30%
mengkudu. Aktivitas antioksidan menurun dengan penambahan 50%
mengkudu pada kopi.
Dari hasil penelitian diketahui bahwa penambahan mengkudu
dapat menurunkan maupun menaikkan aktivitas antioksidan kopi, dengan
kenaikan antioksidan optimal pada penambahan 30% mengkudu. Suatu
senyawa dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 bernilai
kurang dari 50 ppm, sedang jika bernilai 100-150 ppm, dan lemah jika
bernilai 150-200 ppm (Mardawati, 2008). Dari nilai IC50 sebesar 39,21 ppm
dapat dikatakan penambahan 30% mengkudu terhadap kopi memberikan
aktivitas antioksidan yang sangat kuat. Nilai IC50 sebesar 39, 21 ppm
menunjukkan bahwa larutan uji dari ekstrak kopi dengan penambahan
30% mengkudu telah dapat meredam DPPH sebesar 50% pada
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konsentrasi 39,21 ppm. Aktivitas antioksidan tentunya terkait dengan
kandungan antioksidan pada tiap sampel.
4.1.3 Senyawa Antioksidan pada Kopi dan Mengkudu
Dari hasil uji aktivitas antioksidan diketahui bahwa semua sampel
mengandung antioksidan, akan tetapi aktivitas antioksidan masing-masing
berbeda. Mengkudu memiliki aktivitas antioksidan yang lebih kecil
dibanding kopi. Dalam penelitian oleh Nji (2005) diketahui bahwa IC50 dari
fraksi etanol ekstrak buah mengkudu adalah sebesar 243,5 ppm, tidak
berbeda jauh dari hasil pada penelitian ini.
Perbedaan aktivitas antioksidan terkait dengan kandungan
antioksidan pada mengkudu dan kopi. Mengkudu mengandung
antioksidan berupa asam askorbat. Pada penelitian ini kadar asam
askorbat (vitamin C) pada buah mengkudu kemungkinan menurun
dikarenakan sifat vitamin C yang mudah hilang oleh pengolahan maupun
pengeringan (Poedjiadi, 1994). Kadar vitamin C yang tersisa jauh lebih
kecil dibandingkan dengan kadarnya dalam bahan segar (Kumalaningsih,
2006). Pengolahan yang menyebabkan kadar vitamin C pada bahan
menurun dikarenakan oleh proses oksidasi vitamin C.  Pada proses
persiapan serbuk mengkudu yaitu saat pengeringan mengkudu terkena






L-Asam Askorbat L-Asam Dehidroaskorbat
Asam diketogulonat
Gambar 4.4 Reaksi Oksidasi L-asam askorbat (Zackiyah, 2005)
Pada buah mengkudu terdapat antioksidan lain selain asam
askorbat. Diduga aktivitas antioksidan ini yang juga terukur pada
penentuan aktivitas antioksidan buah mengkudu, yaitu selenium (dalam
bentuk selenoisten), americanin A, dan rutin (Zackiyah, 2005). Struktur















Pada penelitian ini didapat bahwa kopi memiliki aktivitas
antioksidan yang lebih besar daripada mengkudu. Di dalam biji kopi
terdapat antioksidan yaitu asam klorogenat. Selain kafein, asam
klorogenat merupakan kandungan terbesar pada kopi. Asam klorogenat
termasuk golongan senyawa polifenol yang memiliki aktivitas antioksidan
dan kandungan polifenol kopi robusta lebih tinggi dibandingkan kopi
arabika ataupun tanaman lain (Johnston, 2003). Struktur molekul asam
klorogenat dapat dilihat pada gambar 4.6.
Gambar 4.6 Struktur Asam Klorogenat (Ciptaningsih, 2012)
Sebelum diolah menjadi serbuk, biji kopi mengalami proses
penyangraian terlebih dahulu. Penyangraian ini akan menaikkan total
aktivitas antioksidan. Penyangraian tingkat sedang-gelap akan
mengoptimalkan aktivitas antioksidan. Beberapa penelitian di enam
negara berbeda menunjukkan kopi jenis robusta memiliki aktivitas
antioksidan lebih tinggi dibanding arabika. Selain itu kopi yang disangrai
memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi pula daripada biji kopi hijau
(belum disangrai) (Ciptaningsih, 2012).
Pada penelitian ini suhu sangrai yang digunakan adalah 200o C
yang tergolong suhu sangrai tingkat gelap. Penyangraian ringan hingga
sedang secara signifikan memberikan aktivitas antioksidan yang lebih
tinggi dibanding kopi hijau. Akan tetapi pada proses penyangraian terjadi
penurunan kandungan asam klorogenat sebesar 19% pada penyangraian
ringan dan 45% pada penyangraian sedang. Diduga ada senyawa lain
yang berkontribusi terhadap aktivitas antioksidan, yaitu melanoidin.
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Melanoidin adalah biopolimer berwarna coklat yang terbentuk selama
proses penyangraian yang jumlahnya bisa meningkat hingga 25%.
Diketahui pula bahwa melanoidin secara signifikan menunjukan aktivitas
antioksidan (Ciptaningsih, 2012).
Gambar 4.7 Struktur Umum Melanoidin (Santal, 2013)
Antioksidan pada mengkudu dan kopi termasuk dalam metabolit
sekunder golongan polifenol. Americanin A dan rutin pada mengkudu
merupakan golongan flavonoid (Indraswati, 2008) dan asam klorogenat
pada kopi merupakan golongan fenolik turunan asam sinamat
(Nurhidayah, 2009). Sesuai dengan hasil yang diperoleh pada penelitian
ini dapat dikatakan bahwa asam klorogenat dan melanoidin pada kopi
memiliki aktivitas antioksidan lebih kuat dibandingkan dengan aktivitas
antioksidan pada mengkudu. Hal ini terkait dengan struktur senyawa
antioksidan pada kopi dan mengkudu. Pada senyawa polifenol, aktivitas
antioksidan berkaitan erat dengan struktur rantai samping dan juga
substitusi pada cincin aromatiknya. Kemampuannya untuk bereaksi
dengan radikal bebas DPPH dapat mempengaruhi urutan kekuatan
antioksidannya. Aktivitas peredaman radikal bebas senyawa polifenol
dipengaruhi oleh jumlah dan posisi hidrogen fenolik dalam molekulnya.
Dengan demikian aktivitas antioksidan yang lebih tinggi akan dihasilkan
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pada  senyawa fenolik yang mempunyai jumlah gugus hidroksil (gugus
OH) yang lebih banyak pada inti flavonoidnya (Yuhernita, 2011).
Senyawa fenolik mempunyai kemampuan untuk menyumbangkan
hidrogen, maka aktivitas antioksidan senyawa fenolik dapat dihasilkan
pada reaksi netralisasi radikal bebas yang mengawali proses oksidasi
atau pada penghentian reaksi radikal berantai yang terjadi. Sifat
antioksidan dari flavonoid berasal dari kemampuan untuk mentransfer
sebuah elektron ke senyawa radikal bebas dan juga membentuk kompleks
dengan logam yang menyebabkan flavonoid dapat menghambat
peroksidasi lipid, menekan kerusakan jaringan oleh radikal bebas dan
menghambat aktivitas beberapa enzim (Yuhernita, 2011). Seperti yang
terlihat pada gambar 4.3 aktivitas antioksidan kopi meningkat dengan
penambahan 30% dan 40% mengkudu. Hal ini menunjukkan bahwa pada
penambahan mengkudu, senyawa antioksidan dari kopi dan mengkudu
dapat bersama-sama meredam radikal DPPH dengan kuat.
Kemampuan antioksidan berbeda satu sama lain. Seringkali
kombinasi beberapa jenis antioksidan memberikan perlindungan yang
lebih baik terhadap oksidasi dibanding dengan satu jenis antioksidan saja.
Sebagai contoh asam askorbat seringkali dicampur dengan senyawa
antioksidan golongan fenolik untuk mencegah reaksi oksidasi lemak
(Kumalaningsih, 2006). Mekanisme pertahanan antioksidan adalah
meredam radikal bebas dengan mendonorkan satu elektronnya. Molekul
antioksidan yang telah kehilangan satu elektronnya akan menjadi radikal
bebas yang baru, namun dianggap relatif stabil atau akan dinetralisir oleh
bantuan antioksidan lainnya (Medicinus, 2011). Diduga antioksidan pada
kopi dan mengkudu akan bersinergi dalam meredam radikal bebas DPPH.
Gabungan senyawa fenolik dan flavonoid dari kopi dan mengkudu yang
dibantu juga oleh asam askorbat, selenium dan melanoidin dapat
memberikan aktivitas antioksidan yang lebih baik. Akan tetapi aktivitas
antioksidan kopi menurun pada penambahan 10%, 20%, dan 50%
mengkudu. Hal ini menunjukkan terdapat takaran khusus antara senyawa
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antioksidan satu dengan yang lain untuk menghasilkan aktivitas
antioksidan yang lebih baik. Diduga senyawa antioksidan dari 10% dan
20% mengkudu belum optimal dalam membantu senyawa antioksidan
pada kopi dalam menangkal radikal bebas, sedangkan senyawa
antioksidan dari 50% mengkudu malah membuat aktivitas antioksidan dari
kopi hilang atau bahkan bersifat prooksidan.
4.1.4 Reaksi Peredaman Radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
Pada uji aktivitas antioksidan reaksi antara antioksidan dan DPPH
dapat diukur secara kuantitatif dari nilai absorbansi. Selain itu reaksi juga
dapat dilihat secara kualitatif dari perubahan warna sampel uji. Contoh
perubahan warna dapat dilihat pada gambar 4.8.
Gambar 4.8 Warna Larutan Uji Kopi Setelah Direaksikan Dengan DPPH
Pada gambar 4.8 terlihat warna awal DPPH yaitu semakin
memudar dan menjadi warna kuning seiring kenaikan konsentrasi larutan
uji yang ditambahkan. Terjadinya penurunan absorbansi dan perubahan
warna pada sampel uji mengindikasikan adanya transfer elektron/ atom H
dari larutan uji sebagai antioksidan ke DPPH. Semakin tinggi konsentrasi
larutan uji berarti semakin banyak pula senyawa yang akan
menyumbangkan elektron atau atom hidrogennya kepada radikal bebas










yang terjadi antara radikal DPPH dan senyawa antioksidan secara umum
dapat dilihat pada gambar 4.9.
Gambar 4.9 Reaksi Peredaman Radikal DPPH oleh Senyawa Antioksidan
(Prakash, dkk., 2001)
Berdasarkan reaksi di atas, senyawa antioksidan (RH) melepas
atom hidrogen menjadi radikal senyawa antioksidan (R*). DPPH
merupakan radikal bebas yang direaksikan dengan senyawa antioksidan
dan menjadi DPPH bentuk tereduksi (DPPH-H). Mekanisme penangkapan
radikal DPPH, yaitu melalui donor atom H dari senyawa antioksidan yang
menyebabkan peredaman warna radikal pikrilhidrazil yang berwarna ungu
menjadi pikrilhidrazil berwarna kuning yang nonradikal (Molyneux, 2004).
Pada penelitian ini diketahui senyawa yang berperan sebagai
antioksidan adalah golongan polifenol, yaitu flavonoid dan asam
klorogenat. Senyawa golongan polifenol memiliki gugus OH pada struktur
cincin benzenanya. Atom H dari gugus OH ini yang akan meredam radikal
DPPH. Radikal DPPH akan direduksi oleh senyawa antioksidan dari kopi
dan mengkudu. Reaksi antara senyawa polifenol dengan DPPH dapat



























Gambar 4.10 Proses Peredaman Radikal DPPH oleh Senyawa Polifenol
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4.2 Penentuan Kadar Kafein
4.2.1 Ekstraksi Kafein
Penentuan kadar kafein sampel dilakukan dengan metode
ekstraksi. Ekstraksi masing-masing sampel dilakukan dengan tiga kali
pengulangan. Pada proses ekstraksi dilakukan dengan melarutkan
masing-masing sampel dengan aquades panas (900 C). Kafein akan larut
di dalam air biasa maupun air panas. Kelarutan kafein dalam air  adalah
2,2 mg/ml pada suhu 250 C, 180 mg/ml pada suhu 800 C, dan 670 mg/ml
pada suhu 1000 C (Fieser, 1992). Pelarutan dengan air panas merupakan
proses ekstraksi awal yang disertai pengadukan agar kafein dari sampel
dapat terekstrak optimal dalam air panas. Setelah disaring, ekstrak air
kafein ditambahkan kalsium karbonat. Kalsium karbonat berfungsi untuk
memastikan bahwa zat yang bersifat asam tetap larut dalam air dan kafein
ada dalam basa bebas (Fieser, 1992).
Ekstrak air dan  kalsium karbonat yang saling larut kemudian
dimasukkan ke corong pisah dan ditambahkan kloroform. Mulanya kafein
hanya terkonsentrasi pada air. Namun setelah corong pisah di kocok,
kafein yang ada dalam basa bebas akan terdistribusi menempati kedua
bagian pelarut dan mencapai kesetimbangan sebagian antara fasa air dan
fasa kloroform. Kafein akan lebih terdistribusi ke dalam pelarut dengan
tingkat kepolaran yang relatif sama dengannya. Kafein merupakan zat
organik yang bersifat nonpolar yang dapat larut dalam pelarut organik
kloroform yang bersifat nonpolar juga sesuai prinsip “like dissolved like”,
yang artinya suatu senyawa akan larut secara baik dalam pelarut yang
memiliki kepolaran yang relatif sama dengan senyawa tersebut (Ibrahim,
2013).
Pada proses ekstraksi pelarut semula, yaitu air tidak saling
bercampur dengan pelarut kedua, yaitu kloroform, dikarenakan air bersifat
polar dan kloroform bersifat nonpolar. Penggunaan kedua pelarut ini
sesuai dengan teknik ekstraksi . Kedua pelarut ini tidak saling bercampur
karena air yang bersifat polar dan kloroform bersifat nonpolar.
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Penggunaan dua pelarut ini sesuai dengan prinsip ekstraksi, yaitu
senyawa yang akan diekstraksi kelarutannya harus lebih besar dalam
pelarut pengekstraksi dan antara kedua pelarut tidak saling bercampur
(Ibrahim, 2013). Dalam penelitian ini pelarut pengekstraksi adalah
kloroform. Dikarenakan kedua pelarut tidak saling bercampur, maka
terbentuk dua lapisan pada corong pisah yang terlihat di gambar 4.11.
Gambar 4.11 Ekstraksi kafein menggunakan corong pisah
Pengekstraksian akan lebih sempurna bila dilakukan berkali-kali
dibandingkan dengan hanya satu kali ekstraksi. Sebagai contoh, ekstraksi
sebanyak empat kali menggunakan 25 mL pelarut tiap ekstraksinya akan
lebih baik dibandingkan dengan hanya satu kali ekstraksi menggunakan
100 ml pelarut (Ibrahim, 2013). Pada penelitian ini proses ekstraksi
dilakukan sebanyak empat kali, dengan penambahan 25 ml kloroform
pada tiap proses ekstraksinya. Hal ini dilakukan agar kafein terekstrak
optimal. Setiap penambahan kloroform dilakukan pengocokan sehingga
terjadi kesetimbangan konsentrasi zat yang diekstraksi pada dua lapisan
yang terbentuk. Lapisan bagian bawah yaitu fase kloroform diambil dan
diuapkan. Kloroform diuapkan hingga hanya ekstrak kafein yang
tertinggal. Ekstrak kafein bebas pelarut yang didapat berbentuk seperti






penyangraian kopi. Penyangraian pada kopi mengubah biji kopi yang
awalnya berwarna hijau (green bean) menjadi warna kecoklatan. Kafein
hasil ekstraksi yang sudah bebas pelarut kemudian dilarutkan dalam
aquades.
4.2.2 Uji Kadar Kafein
Pada pengukuran kuantitatif berupa pengukuran absorbansi
dilakukan penentuan panjang gelombang optimum kafein terlebih dahulu
menggunakan larutan kafein standar 8 ppm.
Gambar 4.12 Grafik Penentuan Panjang Gelombang Optimum
Larutan Kafein Standar
Penentuan panjang gelombang optimum dilakukan pada rentang
250-300 nm karena larutan tidak berwarna atau bening. Pada metode
spektrofotometri, larutan tidak berwarna/ bening dapat diukur pada daerah
sinar UV (200-400 nm). Dari hasil pengukuran didapat absorbansi
maksimum pada panjang gelombang 274 nm, sehingga panjang
gelombang tersebut digunakan pada analisis kuantitatif kadar kafein.
Panjang gelombang yang digunakan pada penelitian ini berbeda dengan
panjang gelombang yang digunakan pada penelitian oleh Maramis (2013)
yaitu 275 nm. Hal ini bisa saja terjadi karena sentivitas terhadap analit














Pada pengujian kuantitatif kafein dilakukan pembuatan kurva
standar larutan kafein. Larutan standar kafein dibuat dengan konsentrasi
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ppm, yang memberikan persamaan garis y = 0,054x -
0,023 dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0,973. Hasil pengukuran
larutan standar kafein dapat dilihat pada gambar 4.13.
Gambar 4.13 Kurva Standar Larutan Kafein
Pada gambar 4.13 terlihat bahwa masing-masing larutan kafein
standar dengan berbagai konsentrasi memberikan absorbansi yang
berbeda-beda, dimana makin tinggi konsentrasi larutan kafein maka
absorbansi juga semakin besar. Dari nilai absorbansi standar ini akan
dijadikan acuan dalam penentuan kadar kafein tiap sampel yang dianalisa
pada penelitian ini.
Hal yang perlu diperhatikan dalam persiapan sampel sebelum
dianalisis secara spektrofotometri UV-Vis yaitu pemilihan pelarut dan
proses pengenceran (Ibrahim, 2013). Ekstrak kafein yang sebelumnya
sudah dilarutkan dengan aquades diencerkan terlebih dahulu.
Pengenceran ini dilakukan agar absorbansi tidak terlalu tinggi dan
menyamai rentang absorbansi pada kurva standar yang telah dibuat. Tiap
sampel diukur absorbansinya. Dari nilai absorbansi dilakukan perhitungan



















sehingga diperoleh kadar kafein masing-masing sampel yang dapat dilihat
pada gambar 4.14.
Gambar 4.14 Kadar Kafein Sampel (kopi dan kopi ditambah mengkudu)
Dari gambar 4.14 dapat dilihat bahwa semakin banyak
penambahan mengkudu maka kadar kafein akan semakin menurun.  Kopi
tanpa penambahan mengkudu yang digunakan sebagai kontrol memiliki
kadar kafein tertingi. Kafein termasuk dalam senyawa golongan alkaloid.
Alkaloid adalah senyawa-senyawa organik yang terdapat dalam tumbuh-
tumbuhan, bersifat basa dan struktur kimianya mempunyai sistem lingkar
heterosiklik dengan nitrogen sebagai hetero atomnya. Unsur-unsur
penyusun alkaloid adalah karbon, hidrogen, nitrogen, dan oksigen.
Adanya nitrogen dalam lingkar pada struktur kimia alkaloid menyebabkan
alkaloid tersebut bersifat alkali. Oleh karena itu golongan senyawa-
senyawa ini disebut alkaloid (Putri, 2014). Kafein adalah salah satu jenis
alkaloid yang banyak terdapat dalam biji kopi, daun teh dan biji coklat
(Maramis, 2013). Kopi mengandung kafein tetapi mengkudu tidak





















Sampel K = 100% kopi, KM1 = kopi 90% ditambah mengkudu 10%, KM2 =
kopi 80% ditambah mengkudu 20%, KM3 =  kopi 70% ditambah
mengkudu 30%, KM4 = kopi 60% ditambah mengkudu 40%, KM5 =  kopi










digunakan pada analisis (Maramis, 2013). Jika penambahan mengkudu
semakin banyak, maka keberadaan kopi dalam satu gram sampel
campuran kopi dan mengkudu yang digunakan pada analisa akan
semakin sedikit, sehingga menyebabkan kafein yang terekstrak akan
sedikit pula. Jadi pada penambahan mengkudu hanya mengurangi
keberadaan kopi dalam campuran kopi dan mengkudu, sehingga kadar
kafein pada campuran kopi dan mengkudu menurun. Dari hasil penelitian
yang diperoleh diketahui bahwa pada penambahan 50% mengkudu
terhadap kopi memiliki kadar kafein terendah, yaitu sebesar 0,93%.
Dalam dugaan awal, penambahan mengkudu dapat menurunkan
kadar kafein kopi dikarenakan kandungan enzim protease dalam
mengkudu tersebut. Pada penelitian Adrian, dkk. (2015) telah dilakukan
pemanfaatan buah mengkudu sebagai penghasil enzim protease. Selain
itu pada penelitian Ishartani, dkk. (2011) juga telah meneliti tentang
pemurnian enzim protease dari buah dan daun mengkudu. Menurut
Rohman (2013), pada penelitiannya kandungan kafein pada biji kopi
setelah fermentasi menggunakan  bakteri proteolitik lebih rendah
dikarenakan kerja enzim protease pada biji yang mampu menguraikan
protein. Sekresi enzim protease memecah kandungan protein yang
terdapat pada biji kopi. Dalam Zohiroh (2013) juga menunjukkan jika
proses fermentasi secara enzimatis menggunakan bakteri proteolitik
dapat menurunkan kadar kafein pada biji kopi.
Dugaan awal bahwa penambahan mengkudu dapat menurunkan
kadar kafein kopi ternyata belum terbukti. Berbeda dengan penelitian
Rohman (2013) dan Zohiroh (2013), pada penelitian ini tidak ada lagi kerja
enzim protease dalam menurunkan kadar kafein kopi. Enzim protease dari
mengkudu sudah kehilangan fungsinya dikarenakan proses pengeringan
pada persiapan serbuk buah mengkudu, sehingga penambahan
mengkudu tidak mempengaruhi kadar kafein kopi. Pengeringan adalah
suatu metode untuk mengeluarkan atau menghilangkan sebagian air dari
suatu bahan dengan cara menguapkan air tersebut dengan menggunakan
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energi panas. Tujuan dari pengeringan adalah mengurangi kadar air
bahan sampai batas dimana mikroorganisme dan kegiatan enzim yang
dapat menyebabkan pembusukan akan terhenti, dengan demikian bahan
yang dikeringkan dapat mempunyai waktu simpan yang lama (Riansyah,
dkk., 2013). Jadi, pada penelitian ini penambahan mengkudu tidak
mempengaruhi kadar kafein dari kopi tetapi mempengaruhi kadar kafein





Berdasarkan hasil penelitian dapat diambil simpulan bahwa:
1. Pada penambahan mengkudu sebesar 10%, 20% dan 50% dapat
menurunkan aktivitas antioksidan kopi. Sedangkan penambahan
mengkudu sebesar 30% dan 40% dapat menaikkan aktivitas
antioksidan kopi.
2. Dapat dikatakan penambahan mengkudu berpengaruh pada kadar
kafein campuran kopi dan mengkudu, tetapi bukan terhadap kadar
kafein kopi.
3. Pada penentuan aktivitas antioksidan, penambahan 30% mengkudu
pada kopi memiliki aktivitas antioksidan terkuat. Pada penentuan
kadar kafein penambahan mengkudu tidak berpengaruh pada kadar
kafein kopi robusta, tetapi pada kadar kafein dalam campuran kopi
dan mengkudu dengan kadar kafein terendah pada penambahan
50% mengkudu pada kopi.
5.2 Saran
1. Sebaiknya untuk penelitian selanjutnya dilakukan perbandingan
penambahan mengkudu segar dan mengkudu yang sudah
dikeringkan terhadap aktivitas antioksidan dan kadar kafein kopi.
2. Pada pengeringan mengkudu sebaiknya dilakukan dengan metode
yang lebih canggih untuk menjaga ketersediaan antioksidan yang
terkandung dalam mengkudu.
3. Sebaiknya dilakukan uji lebih lanjut tentang kandungan antioksidan
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